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Uzgoj maslina poznat je od davnina, a najviše je rasprostranjen u mediteranskim zemljama 
gdje prevladava umjereno topla klima u kojoj ne dolazi do prevelikih promjena temperature.  
Niska učestalost kardiovaskularnih bolesti i karcinoma u mediteranskim zemljama privukla je 
pozornost znanstvenika, a mediteranska prehrana koja se izmeĎu ostalog sastoji od maslina i 
proizvoda od maslina, smatra se jednim od razloga tome. 
 
Maslinovo ulje je jedno od osnova mediteranske prehrane, široko proučeno zbog svojeg 
antioksidacijskog djelovanja, posebno zbog svog fenolnog sastava.  
Pri uzgoju maslina i proizvodnje maslinovog ulja stvaraju se znatne količine otpada meĎu 
koje pripada i lišće masline. Ono se gomila tijekom obrezivanja stabla i moţe se naći u 
velikim količinama pri proizvodnji maslinovog ulja, nakon što se odvoji od plodova, prije 
same obrade. 
 
Znanstvenici su u mnogim istraţivanjima pokazali kako lišće masline ima antioksidacijsku 
aktivnost, antihipertenzivno, hipoglikemijsko, hipokolesterolemijsko, kardioprotektivno, 
protuupalno djelovanje, sposobnost smanjenja koncentracije lipida itd. 
 
Interes za upotrebom lišća masline u proizvodnji funkcionalne hrane i dodataka prehrani 
raste zbog navedenih pozitivnih učinaka na zdravlje. Upotreba  takvog ekstrakta u 
prehrambenoj industriji moţe pridonijeti poboljšanju zdravlja potrošača i produljenju roka 
trajanja prehrambenim proizvodima. Lišće masline često se koristi kao tradicionalni lijek u 
europskim i mediteranskim zemljama, najčešće u obliku ekstrakta, biljnog čaja ili praha. 
 
Cilj ovog rada bio je ispitati stabilnost napitka od lista masline tijekom 12 tjedana 
skladištenja pri nepovoljnim uvjetima i to na temperaturi od 30°C pri čemu je praćena boja, 








2. TEORIJSKI DIO 
 
 
2.1. List masline 
 
Listovi masline su mali, duguljasti i koţasti. Lice lista je svijetlozelene boje, a naličje je bijelo. 
Lišće je po granama pravilno razdijeljeno tako da se po dva lista nalaze jedan nasuprot 
drugom, a grana završava s jednim listom. U pazušcima listova smješteni su pupovi, koji su 
šiljasti ili okrugli. Šiljasti su pupovi drveni, a okrugli su cvjetni (Kantonci, 2006.). 
 
 
Slika 1. Lišće masline (Anonymous, 2016.) 
 
Tijekom uzgoja i procesiranja masline nastaje velika količina otpada. Preostala biomasa 
zaostala nakon obrezivanja masline, smatrala se velikim, jeftinim i neiskorištenim izvorom 
energije i kemikalija (Nassima i sur., 2015.). Lišće masline obično se spaljuje ili baca s 
ostatkom otpada (Romero-García i sur., 2014.), što dovodi do zagaĎenja okoliša (Xie i sur., 
2015). 
 
Kada se nije bacalo, lišće masline koristilo se kao narodni lijek za suzbijanje groznice i drugih 
bolesti poput malarije (Benavente-Garcia i sur. 2000.). Poljoprivrednici, koji su se osim 
maslinarstvom bavili i stočarstvom, su upotrebljavali lišće kao hranu za stoku (Rahmanian i 
sur., 2015.).  
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Termin ''lišće masline'' odnosi se na mješavinu lišća i grana nakon obrezivanja stabla 
masline, sakupljanja i čišćenja maslina (Molina-Alcaide i sur., 2008.).  
List je primarno mjesto u kojem se odvija metabolizam pri čemu nastaju primarni i 
sekundarni biljni metaboliti (Antolovich i sur., 2000.), pa se smatra potencijalnim izvorom 
bioaktivnih spojeva. Lišće masline je vaţno zbog njegovih sekundarnih metabolita kao što su 
sekoiridoidni spojevi oleacin i oleuropein (Pereira i sur., 2007.). 
Nedavne studije o maslinama su pokazale da je lišće masline najbogatije fenolnim spojevima 
kao što je oleuropein i hidroksitirosol (Benavente-Garcia i sur., 2000.). Struktura i visoki 
antioksidacijski kapacitet ovih fenola omogućuje njihovu upotrebu u medicini, kozmetici, 
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Erbay i Icier, 2010.). 
 
2.2. Kemijski sastav lista masline 
 
Kemijski sastav lista masline razlikuje se prema podrijetlu, udjelu prisutnih grančica, uvjetima 
skladištenja, sadrţaju vlage i stupnju onečišćenja tla (Martin-Garcia i sur., 2008. i Delgado-
Pertinez 2000.).  
Sadrţaj sirovih proteina varira izmeĎu 9,5-12,9% (Delgado-Pertinez 2000.). Od aminokiselina 
najviše sadrţi arginin, leucin, prolin, glicin, valin i alanin (Martin-Garcia i sur., 2003.). Najveći 
udio hemiceluloznih vlakna sadrţi arabinozu, dok grane uglavnom sadrţe manozu (Garcia-
Maraver i sur. 2013.). 
MeĎutim, najcjenjeniji sastojci lišća masline su  fenolni spojevi od kojih su u najvišem udjelu 
prisutni oleuropein, hidroksitirosol, verbaskozid, apigenin-7-glukozid i luteolin-7-glukozid 
(Benavente-Garcia i sur., 2000.) . 
2.2.1. Fenolni sastav lista masline 
 
Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni metaboliti koji nastaju u biljkama različitim 
metaboličkim putovima (pentoza fosfatni, put šikimeinske kiseline i fenilpropanoidni put) 
(Talhaoui i sur., 2015.). Lišće masline sadrţi fenolne spojeve kao i druge biljke, ali za masline 
su karakteristični sekoiridoidi (isključivo za obitelj Oleaceae) (Talhaouia i sur., 2015.). 
Polifenoli masline nastaju kao posljedica reakcije na napad patogena i odgovor na ozljede od 




Poznato je kako maslinovo ulje povoljno utječe na zdravlje zbog velike količine polifenola 
koje sadrţi. MeĎutim, istraţivanja su pokazala kako lišće masline sadrţi veću količinu npr. 
sadrţaj oleuropeina u maslinovo ulju je izmeĎu 0,005 i 0,12%, dok lišće masline sadrţi od 1 
do 14%  (Japon-Lujan i sur., 2006.).  
Popularnost fenolnih spojeva raste zbog njihove potencijalne uloge u poboljšanju ljudskog 
zdravlja. Eksperimentalna istraţivanja koja su se provodila na ljudima i ţivotinjama pokazala 
su kako su fenolni spojevi, iz lista Olea europeae, biološki aktivni što znači da mogu smanjiti 
rizik i ozbiljnost nekih kroničnih bolesti (Abaza i sur., 2015.). 
Lišće masline sadrţi veliki broj fenolnih spojeva, a oni se mogu podijeliti na jednostavne 
fenole, flavonoide (flavoni, flavanoli, flavonoli i 3-flavanoli) i sekoiridoidie Talhaouia 2015.).  
Jednostavni fenoli su najčešći i najvaţniji fenolni spojevi s niskom molekulskom masom. 
Hidroksitirosol se opisuje kao najvaţniji spoj iz skupine jednostavnih fenola lista masline 
(Altıok i sur., 2008., Benavente-García i sur., 2000., Bouallagui i sur., 2011., Fu i sur., 2010., 
Goulas i sur., 2009., Taamalli i sur., 2012b).  
Flavonoidi su najproučavaniji i najraznovrsnija skupina polifenola (Abaza i sur., 2011, Heimler 
i sur., 1992). Sadrţe dva aromatska prstena povezana trima ugljikovim atomima koji čine 
oksigenirani heterocikl (Škerget i sur., 2005).  
Mogu biti glikozilirani (quercetin-7-O-rutinoside, luteolin- 7-O-rutinoside, luteolin-7-O-
glucoside, luteolin-5-O-glucoside) i neglikozilirani (kvercetin, apigenin, luteolin, diosmetin) 
(Briante i sur., 2002a, Laguerre i sur., 2009, Ryan i sur., 2002). Sekoiridoidi su podskupina 
iridoida koji nastaju cijepanjem ciklopentanskog prstena izmeĎu 7 i 8 C atoma koji sadrţi 
fenolni ostatak (Pérez-Trujillo i sur., 2010., Quirantes-Piné i sur., 2012; Ranalli et al., 2006., 
Ye i sur., 2014). Oleuropein je najvaţniji spoj iz ove skupine (Benavente-García i sur., 2000., 
Fu i sur., 2010., Kiritsakis i sur., 2010).  
Na kvalitativni i kvantitativni fenolni sastav lista masline moţe utjecati: vrijeme sakupljanja 
lišća (Brahmi i sur., 2012.), uvjeti sušenja (Silva i sur., 2006.), zona uzgoja (Bilgin i Sahin, 
2013.), proces ekstrakcije (Bilgin i Sahin, 2013., Rafiee 2011.) i sorta (Rafiee 2011.,Japon-
Lujan 2006.). 
Benavente-Garcia i sur. istraţivali su kvalitativni i kvantitativni sastav fenola u ekstraktu lista 
masline i njihov antioksidacijski kapacitet (Benavente-Garcia i sur., 2000.). Prema 
rezultatima, glavni fenolni spoj u lišću masline je oleuropein. Antioksidacijski kapacitet čistog 
oleuropeina nije toliko visok, dok antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista masline je bio veći 
od vitamina C i E i čistog hidroksitirosola, koji se smatraju jakim antioksidansima. Ovi 
rezultati ukazuju na to da se oleuropein hidrolizira u hidroksitirosol i povećava antioksidacijski 




2.2.2.  Oleuropein 
 
Oleuropein je glavni sastojak lišća masline koji pripada u skupinu sekoiridoida (Erbay i Icier, 
2010.). Oleuropein je heterozidni ester elenolne kiseline i dihidroksi fenil etanola (Pannizzi i 
sur., 1960.). Sadrţi orto-difenolnu (katehol) strukturu koja djeluje kao antioksidans (Tuck i 
Hayball, 2002.) i glavni je razlog visokog antioksidacijskog kapaciteta oleuropeina 
(Benavente-Garcia i sur., 2000.). 
 
 
Slika 2. Kemijska struktura oleuropeina (Erbay i Icier, 2010. ) 
 
Glavni produkt metaboličke razgradnje oleuropeina je hidroksitirosol (Benavente-Garcia i sur. 
2000., Ranalli i sur. 2006.), tako da njegova koncentracija u lišću masline raste tijekom 
sazrijevanja. Njegovo glavno obiljeţje je to što ima veliki antioksidacijski kapacitet (Erbay i 
Icier 2010.).  
Koncentracija oleuropeina u listu masline varira ovisno o genetskim faktorima, vremenu 
berbe i zrelosti lišća, a kao najvaţniji čimbenik smatra se vrsta kultivara (Ranalli i sur., 
2006.). TakoĎer se pokazalo da oleuropeina ima više u mladom lišću koje je zelenije i u ono 
koje se bere u proljeće (Ranalli i sur., 2006.). Oleuropein nije naĎen u ljudskoj plazmi i 
fecesu zato što se metabolizira do hidroksitirsola i druge razgradne produkte, što dokazuje 
da se oleuropein ne moţe direktno apsorbirati u ljudskom probavnom sustavu (Soni i sur. 










2.3. Zdravstvani učinci lista masline 
 
Visoka koncentracija fenolnih spojeva prisutnih u lišću masline izazvala je zanimanje kod 
velikog broja znanstvenika. Istraţivanjima provedenim na ţivotinjama i ljudima znanstvenici 
su došli do zaključka kako ovi spojevi imaju pozitivne zdravstvene učinke kao što su: 
antioksidacijski kapacitet (Benavente-Garcia i sur., 2000.), antihipertenzivno djelovanje 
(Susalit i sur., 2011.), hipoglikemijsko djelovanje (Kontogianni i sur., 2013.), 
hipokolesterolemijsko djelovanje (Jemai i sur., 2009.), kardioprotektivno djelovanje 
(Nekooeian i sur.,  2014.), protuupalno djelovanje (Khalatbary i sur., 2012.) i kao pomoćno 
sredstvo kod liječenja pretilosti (Santiago-Mora i sur., 2011.). 
 
Antihipertenzivno djelovanje  
Istraţivanja su pokazala da ekstrakt lista masline (dnevna doza 1000 mg) značajno smanjuje 
sistolički i dijastolički krvni tlak (Pe rrinjaquer-Moccetti, 2008.). 
Učinak polifenola iz lista masline na smanjenje razine kolesterola 
Polifenoli lista masline povoljno djeluju na lipidni profil tako da smanjuju ukupni kolesterol, 
LDL kolesterol i trigliceride. U nekim istraţivanjima se računao omjer LDL i HDL koji je bio 
značajno manji kod grupe koja je konzumirala ekstrakt lista masline (Vogel i sur., 2014.). 
Istraţivanja na miševima kojima se davala hrana bogata kolesterolom, pokazalo je značajno 
smanjenje aktivnosti jetrenih enzima superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT). MeĎutim, 
te razine su se obnovile u prisutstvu fenolnih spojeva iz ekstrakta lista masline (Jamail i sur., 
2008.). TakoĎer je pokazano kako ekstrakt lista masline moţe značajno popraviti 
hiperkolesterolemiju povezanu s hiperglikemijom (Jamail i sur., 2009.). 
Kardioprotektivni učinci polifenola iz lista masline 
Tretman oleuropeinom osigurava zaštitu od akutnog infarkta miokarda, sprečavajući razvoj 
sekundarne srčane insuficijencije. Provedena su istraţivanja koja su proučavala zaštitni 
učinak oleuropeina kod primjene nekih lijekova poput doksorubicina. Doksorubicin se koristi 
protiv mnogih malignih bolesti (Singal i Iliskovicm, 1988., Booser i Hortobagyi, 1994.), no 
njegova upotreba je ograničena jer moţe uzrokovati ozbiljne kardiotoksične nuspojave, 
vjerojatno uzrokovane oksidacijskim stresom (Signal i sur., 1987.). Oleuropein je smanjio 
lipidnu peroksidaciju induciranu doksorubicinom (Andreadou i sur., 2007.), te je spriječio 
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kardiomiopatiju, nitro oksidativni stres, neravnoteţu homeostaze NO i poremećaj 
metabolizma miokarda (Andreadou i sur., 2014.). 
Učinak polifenola lista masline na šećernu bolest T2 
Polifenoli lišća masline (posebno oleuropein) poznati su po hipoglikemijskom učinku. 
Predloţena su dva obrazloţenja navedenog učinka: potencijal da djeluje na otpuštanje 
inzulina izazvano glukozom i povećanje perifernog unosa glukoze (Al-Azzawie i Alhamdani, 
2006.). Dodatno, dio hipoglikemijskog učinka pripisuje se antioksidacijskom kapacitetu 
oleuropeina (Sato i sur., 2007.). 
Učinak polifenola lista masline na kronični kolitis 
Istraţivanja koja su ispitivala učinak dodataka prehrani s oleuropeinom na kronični kolitis, 
pokazala su da dolazi do smanjenja stanične infiltracije upalnih stanica na mjestu ozljede i 
smanjena oslobaĎanja upalnih citokina. Studija je pokazala da je korištenje oleuropeina 
učinkovito kod ublaţavanja simptoma kroničnog kolitisa izazvanog natrijevim sulfatom (Giner 
i sur., 2013.).  
 
2.4. Upotreba lista masline 
 
Lišće masline se koristi za ekstrakciju oleuropeina iz kojeg se sintetizira hidroksitirosol. Moţe 
se sušiti i koristiti kao dodatak prehrani, te za ekstrakciju vrijednih spojeva. Ekstrakt lišća 
masline moţe se kapsulirati zbog stabilizacije samog ekstrakta i fenola. TakoĎer se moţe 
koristiti za obogaćivanje ulja antioksidansima koje sadrţi. Lišće masline koje se miješa sa 
prezrelim maslinama prije samog procesa proizvodnje maslinovog ulja utječe na izraţeniji 
okus i veću otpornost prema oksidaciji (Ranalli i sur., 2006.). U posljednje vrijeme, sve veća 











2.4.1. Proizvodnja čaja od lista masline 
 
Proizvodnja čaja od lista masline započinje branjem same sirovine. Preporuča se branje u 
rano proljeće jer je lišće tada najbogatije ljekovitim tvarima. Lišće se skida sa grana pomoću 
stroja za odvajanje lista masline. Grančice sa kojih je skinuto lišće usitni se i  koristi za izradu 
komposta. Nakon toga je potrebno oprati i sortirati lišće pomoću ureĎaja za pranje i 
probiranje/sortiranje lišća. Oprano i sortirano lišće stavlja se na police regalne sušare gdje se 
suši na niskim temperaturama zraka (35-38 °C) 25-30 sati. Osušeni listovi dopremaju se do 
rezačice koja ima mogućnost podešavanja veličina reza (2-10 mm), te se na kraju nalazi 
vreća za prihvat izrezanog bilja  (Sito i sur., 2015.) 
 
 










3.1.1. Napitak od lista masline 
 
Lišće masline, korišteno u ovom istraţivanju, prikupljeno je u masliniku u Republici Hrvatskoj 
(Ravni kotari) i predstavlja mješavinu sorata Orkula (90%), Leccina (5%), Marokanka i 
Garbunčela. 
Za pripremu napitka korišten je omjer 4 g lišća masline i 100 mL destilirane vode. Prethodno 
je lišće oprano, prosušeno i usitnjeno na otprilike 1 cm. Lišće masline kuhano je 3 minute na 
temperaturi vrelišta, a zatim je odstajalo još 10 minuta u vodi. Napitak je procijeĎen da se 
odvoje listovi te je  u svrhu pasterizacije ponovno zagrijan na temperaturu 85°C i ta 
temperatura je odrţavana 10 sekundi. Nakon toga je prebačen u prethodno oprane i 
sterilizirane staklenke, te hermetički zatvoren. Napitak je skladišten 12 tjedana (84 dana) pri 
temperaturi od 30°C. Analize su provedene u svjeţe kuhanom napitku (0. dan) te onom 
skladištenom 1, 21, 42, 63 i 84 dana.  
Ukupni fenoli i antioksidacijski kapacitet odreĎivali su se nakon što su skupljeni svi uzorci, pa 
su se za 0., 1., 21., 42. i 63. dana skladištenja, napitci smrzavali i čuvali na -80 °C do 
analize.  
 
                                              
 
Slika 4. Osušeno lišće masline                                 Slika 5. Čaj od lista masline u staklenci 
(vlastita fotografija)                                                          (vlastita fotografija) 
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3.1.2. Otapala i reagensi 
 
 Folin-Ciocalteu reagens (Merck, Njemačka) 
 
 Natrijev karbonat bezvodni (Grammol, Hrvatska) 




U 800 mL vruće destilirane vode otopi se 200 g anhidrida natrijeva karbonata. Nakon što se 
ohladi na sobnu temperaturu, doda se nekoliko kristalića natrijeva karbonata, nadopuni u 
odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrita. 
 
 Metanol 100%-tni (Avantor Perfomance Materials, Poljska) 
 DPPH (2,2- difenil- 1- pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, Njemačka) 
 
 Otopina 0,2mM  DPPH (2,2- difenil- 1- pikrilhidrazil radikal) 
 
     Priprema: 
 
0,0079 g DPPH radikala izvaţe se u plastičnoj laĎici za vaganje te kvantitativno prenese u 
odmjernu tikvicu od 100 ml, otopi i nadopuni do oznake 100% metanolom. Pripremljenu 
otopinu DPPH radikala potrebno je čuvati u zatvorenoj tikvici na tamnome. 
 
 








3.1.3. Aparatura i pribor 
 
Aparatura: 
 Spektrofotometar UV-1600PC (VWR, SAD)  
 Tehnička vaga K7 (Mettler, Zurich) 
 Analitička vaga AX224 (Ohaus Corporation, SAD) 
 Vortex MS2 (IKA, SAD) 
 Kolorimetar CM-3500d (Konica Minolta, Japan) 
 Vodena kupelj od rotavapora B-490 (Buchi Labortechnik AG, Švicarska) 
Pribor: 
 Staklena kiveta 
 Mikropipeta 
 Menzura 
 Odmjerna tikvica 
 Staklena epruveta 
 Stalak za epruvete 













3.2. Metode rada 
 
3.2.1. OdreĎivanje koncentracije ukupnih fenola 
 
Princip metode 
OdreĎivanje ukupne koncentracije fenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji izmeĎu Folin-
Ciocalteu reagensa i reducirajućeg reagensa (polifenoli). Folin-Ciocalteu reagens je smjesa 
fosfowolframove i fosfomolibdenske kiseline koje se reduciraju u wolframov oksid i molibden 
oksid uz prisutnost fenolnih tvari koje pri tome oksidiraju. Nastali plavo obojeni kompleks je 
intenzivniji što je veći broj hidroksilnih skupina ili oksidirajućih grupa u fenolnim spojevima.  
Nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014). 
Postupak odreĎivanja 
U staklenu epruvetu otpipetira se 100 µL uzorka, 200µL Folin Ciocalteu reagensa, 2 mL 
destilirane vode i 1 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Sadrţaj epruvete se promiješa 
pomoću Vortexa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta u vodenoj kupelji pri 
temperaturi od 50 °C. Nakon toga mjeri se apsorbancija na valnoj duljini od 765 nm pomoću 
spektrofotometra. Potrebno je pripremiti slijepu probu na isti način samo što se umjesto 
ekstrakta dodaje otapalo. 
Baždarni dijagram 
Za pripremu baţdarnog pravca potrebno je izvagati 0,5 g galne kiseline i otopiti u 10 mL 96 
%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL te se nadopuni do oznake destiliranom 
vodom. Pripremljena otopina galne kiseline koristi se za izradu razrjeĎenja u odmjernoj tikvici 
od 100 mL. Za razrjeĎenja je potrebno otpipetirati redom 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota 
standardne otopine galne kiseline u svaku odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunit do oznake 
destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 
500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se po 100 µL otopine standarda u epruvete, a zatim se 
dodaje redom 200 µL Folin Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane vode i 1 mL zasićene otopine 
natrijeva karbonata. Sve skupa se promiješa pomoću Vortexa i termostatira 25 minuta na 50 
°C u vodenoj kupelji od rotavapora. Potrebno je pripremiti slijepu probu na isti način samo 
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y = 0.0035x + 0.0112 





















što se umjesto otopine standarda dodaje 100 µL destilirane vode. Apsorbancija se mjeri pri 
valnoj duljini 765 nm. 
Baţdarni pravac se nacrta pomoću programa Microsoft Excel tako da se izmjerene vrijednosti 
apsorbancije nanesu na ordinatu, a koncentracije galne kiseline (mg/L) na apsicu. 










Slika 6. Prikaz ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o koncetraciji galne kiseline (mg/L ) 
 
Jednadţba pravca glasi: 
y = 0,0035 * x          [1] 
pri čemu je: 
y= apsorbancija pri 765 nm 
x= koncentracija galne kiseline mg/L 
Za svaki uzorak izmjerene su dvije apsorbancije koje su se uvrstile u formulu [1]. Od 





3.2.2. OdreĎivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom 
 
Princip metode 
Metoda odreĎivanja antioksidacijskog kapaciteta pomoću DPPH radikala (2,2 – difenil – 1 –
pikrilhidrazil) temelji se na sposobnosti antioksidansa da reducira slobodan radikal tj. da 
doĎe do sparivanja nesparenog elektrona. DPPH radikal je stabilan dušikov radikal ljubičaste 
boje. Kod reakcije DPPH radikala sa fenolima (u ovom slučaju fenola iz čaja od lista masline) 
dolazi do promjene boje iz ljubičaste u ţutu, a to se na spektrofotometru prati kao pad 
apsorbancije pri 517 nm (Braca i sur., 2001; Prior i sur., 2005). 
Postupak odreĎivanja 
U epruvetu je potrebno otpipetirati 0,75 ml uzorka i 1,5 mL 0,2 mM prethodno svjeţe 
pripremljene otopine DPPH radikala (priprema opisana u popisu kemikalija). Slijepa proba se 
pripremi tako da se u epruvetu otpipetira 2,25 mL 100% metanola. Epruvete s navedenim 
sadrţajem stoje 20 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija 
pri 517 nm. 
Baždarni dijagram 
Za izradu baţdarnog pravca potrebno je pripremiti 1 mM otopinu Troloxa (6-hidroksi- 
2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina). Odvaţe se 0,025 g Troloxa, otopi se u 
metanolu i njime nadopuni do oznake u odmjernoj tikvici od 100 mL. Od 1 mM otopine 
Troloxa pripreme se razrjeĎenja u koncentracijama od 10, 25, 50, 100, 125 i 150 µM. 
U epruvetu se otpipetira redom 0,75 ml odgovarajuće otopine Troloxa te 1,5 mL 0,2 mM 
otopine DPPH. Kod pripreme slijepe probe u epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100 % 
metanola. Nakon 20 minutnog stajanja sadrţaja u mraku pri sobnoj temperaturi, mjeri se 
apsorbancija pri 517 nm. 
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y = -0.008x + 1.3476 




























Slika 7. Prikaz ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o koncetraciji Troloxa (µM) 
 
 
Jednadţba pravca glasi: 
y= -0,008x + 1,347          [2] 
pri čemu je: 
Y= apsorbancija uzorka pri 517 nm 
X=ekvivalent troloxa TAE µM 
 
Za svaki uzorak napitka od lista masline izmjerene su dvije apsorbancije koje su se uvrstile u 









3.2.3. OdreĎivanje boje CIELAB metodom 
 
Boja je jedna od najvaţnijih organoleptičkih svojstva čaja (Liang i sur. 2016). Skladištenom 
napitku od lista masline odreĎivale su se L*,a*,b*, H° i C vrijednosti CIELAB metodom (CIE, 
1976.).  
L*,a* i b* vrijednosti su parametri trodimenzionalnog spektra boje. Koriste se za objektivno 
mjerenje boje. Princip rada je mjerenje stupnja reflektirane svjetlosti od mjerne površine.  
Vrijednost L* je mjera svjetline iskazana vrijednostima od 0 (crno) do 100 (bijelo).  
Vrijednost a* je parametar koji iskazuje spektar od crvene (pozitivne vrijednosti) do zelene 
(negativne vrijednosti). Vrijednosti se iskazuju od -60 do 60.  
Vrijednost b* je parametar koji ukazuje na spektar nijansi izmeĎu ţute i plave boje (McGuire, 
1992).  
Pomoću a* i b* mogu se izračunati vrijednosti za ton boje odnosno vizualni doţivljaj boje 
(H°) i zasićenost boje (C).  
H°= arc tan b/a                                                                                                [3] 
C= (a² + b²)1/2                                                                                                                                          [4] 
∆E ili ukupna razlika obojenosti prikazuje razliku boje u odnosu na neku ishodnu točku 
(boju). Kao referentna vrijednost koristila se početna boja čaja (0. dan skladištenja).   










3.2.4. OdreĎivanje senzorskih svojstva napitka 
 
Senzorsko ocjenjivanje provedeno je pomoću kvantitativne deskriptivne analize (QDA). Pri  
senzorskom ispitivanju sudjelovao je panel od 10 ocjenivača. Korišten je upitnik koji je 
sadrţavao opis pojedinih senzorskih svojstva: intenzitet  boje (ţuta i smeĎa boja) , miris 
(miris na list masline i strani miris), okus (trpki, gorki, okus na list masline, strani okus i 
harmonični okus) i aromu (svojstveno za list masline, na zeleno i strana aroma) (Cerretani i 
sur., 2008. i Stone i sur., 2012.). Uzorci su prethodno temperirani na sobnu temperaturu i 
servirani u plastičnim čašicama. Ocjenjivači su upitnik ispunjavali s vrijednostima od 1 do 10, 
pri čemu je 1 označavalo neizraţeno svojstvo, a 10 maksimalno izraţeno svojstvo. 
Ocjenjivački listić se nalazi u Prilogu. 
 
3.2.5. OdreĎivanje mikrobiološke aktivnosti 
 
Ispitivanje mikrobiološke aktivnosti provedeno je prema standardnim metodama u 
akreditiranom laboratoriju PBF-a, Centar za kontrolu namirnica, Jagićeva 31. 
OdreĎivala se prisutnost aerobnih mezofilnih bakterija, kvasaca i plijesni te bakterije 
Salmonellae i Enterobacteriaceae. Metode koje su se koristile su HRN EN ISO 6579:2003 za 
bakteriju Salmonellae, HRN ISO 21528-1:2008 za Enterobacteriaceae, HRN EN ISO 4833-
1:2013 za aerobne mezofilne bakterije te ISO 21527-1:2008 za kvasce i plijesni. 
Tablica 1. Kriteriji za ispitivanje mikrobiološke aktivnosti   
Mikrobiološka ispitivanja Kriteriji * 
Salmonella Nije izolirana 
Enterobacteriaceae <1 
Aerobne mezofilne bakterije <10 
Kvasci <1 
Plijesni <1 




3.3. Rezultati i rasprava 
 
Ukupni fenoli i antioksidacijski kapacitet 
Sadrţaja ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet odreĎeni su spektrofotometrijski te su 
rezultati prikazani na slici 8. Na slici su prikazane srednje vrijednosti dva mjerenja i 
standardna devijacija. 
 
Slika 8. Koncentracije ukupnih fenola (mg/mL) i antioksidacijski kapacitet (µmol/mL) u 
napitku od lista masline skladištenog na 30 °C 
 
Ukupni fenoli 
Koncentracije ukupnih fenola, odreĎene u ovom istraţivanju (Slika 8.) kretale su se u 
rasponu od 0,213 mg/mL do 0,276 mg/mL. Vrijednosti su padale do 63. dana skladištenja, 
dok je vrijednost za 84. dan porasla i bila pribliţno jednaka koncentraciji za 0. dan 
skladištenja.   
Sadrţaj ukupnih fenola u pripremljenom dekoktu od lista masline, kojeg su odreĎivali 
Buyukbalcy i sur., iznosio je 70 mg CE/L (Buyukbalcy i sur., 2008.). To je gotovo tri puta 
manja vrijednost od onih odreĎenih u ovom istraţivanju. Za pripremu dekokta koristili su 5 g 
0. dan 1. dan 21. dan 42. dan 63. dan 84. dan
Ukupni fenoli mg/mL 0.276 0.249 0.235 0.223 0.213 0.272
Antioksidacijski kapacitet
µmol/mL










lišća masline i 100 mL vode. Lišće je kuhano 15 minuta, te je nakon toga odstajalo u vodi 10 
minuta. 
Kopjar i sur. ispitivali su sadrţaj polifenola kod maceriranih voćnih čajeva, te su maceraciju 
naknadno ponovili pomoću prethodno korištenog materijala (Kopjar i sur., 2013.). Najveća 
koncentracija polifenola bila je u čaju od brusnice i iznosila je 0,428 mg/mL, dok je najmanja 
vrijednost odreĎena za čaj od šumskog voća od 0,323 mg/mL. UsporeĎujući rezultate Kopjar 
i sur. sa rezultatima iz ovog istraţivanja, moţe se zaključiti kako macerirani voćni čajevi 
sadrţe veću koncentraciju polifenola. Kod ponovljenih maceracija, najveću koncentraciju 
polifenola, od 0,109 mg/mL, imao je čaj od brusnice, a najmanju čaja od šumskog voća koja 
je iznosila 0,061 mg/mL.  
Kozak i sur. odreĎivali su koncentraciju ukupnih polifenola kod biljnih čajeva matičnjaka, 
kamilice i kadulje u obliku granuliranog praha, te su ih usporeĎivali sa instant biljnim 
čajevima. Koncentracija polifenola bila je manja kod onih čajeva koji su se kuhali dulje (10 
minuta, naspram 3 minute ). To moţe biti zbog osjetljive strukture bilja, što dovodi do brţeg 
prijenosa polifenola u infuziju i do razgradnje zbog duljeg vremena kuhanja. TakoĎer, uočili 
su da su više koncentracija ukupnih polifenola kod usitnjenijih sirovina, što znači da se iz njih 
polifenoli lakše ekstrahiraju (Kozak i sur., 2017.).  
Jiménez-Zamora i sur. (2016.) odreĎivali su koncentraciju ukupnih fenola u čaju 
pripremljenom od lista masline koji se skladištio 3 i 6 mjeseci, na 50 °C. Koristili su 2 g lišća 
masline kojeg su prelili sa 150 mL kipuće vode i ostavili na sobnoj temperaturi 7 minuta. 
Koncentracija ukupnih fenola, na dan pripreme čaja, bila je 94 mg GAE/L, što je gotovo tri 
puta manja vrijednost od one odreĎene u ovom istraţivanju, što se moţe objasniti i 
različitom pripremom čaja/napitka.  Nadalje, skladištenjem 3 mjeseci vrijednost je pala na 67 
mg GAE/L, dok je nakon 6 mjeseci vrijednost bila 75 mg GAE/L. Sličan trend smanjenja, pa 
povećanja koncentracije fenola tijekom skladištenja uočen je i u ovom istraţivanju, iako je u 
ovom istraţivanju praćeno skladištenje napitka, a Jiménez-Zamora  i sur. (2016.) su pratili 
skladištenje lišća masline. 
 
Antioksidacijski kapacitet 
Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta, odreĎene u ovom istraţivanju, kretale su se u 
rasponu od 0,146 µmol/mL do 0,149 µmol/mL. Vrijednosti su bile pribliţno podjednake u 
svim uzorcima tijekom skladištenja tj. nije došlo do značajnih promjena (Slika 8.).  
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Belščak-Cvitanović i sur. (2014) kod infuzije i dekokta lista masline odreĎivali su 
antioksidacijski kapacitet pomoću drugih metoda te se ti rezultati ne mogu direktno 
usporeĎivati s našim rezultatima. Metodom redukcije Fe (III) antioksidacijski kapacitet je 
iznosio  0,81 ± 0,07 mM Fe (II), a pomoću ABTS metode 0,30 ± 0,02 mM Troloxa. 
Antioksidacijski kapacitet dekokta lista masline odreĎen pomoću redukcije Fe (III) iznosio je 
2,14 ± 0,13 mM Fe (II), a pomoću ABTS metode 1,68 ± 0,04 mM Troloxa .     
Kopjar i sur. ispitivali su antioksidacijski kapacitet maceriranih voćnih čajeva ABTS i DPPH 
metodom. Materijal upotrebljen za prvu maceraciju, korišten je kod ponovljene maceracije. 
Najmanja vrijednost , odreĎena ABTS metodom, bila je kod čaja od brusnice i iznosila je 0,67 
µmol TE/100 mL (0,0067 µmol/mL). Kod ponovljene maceracije, najmanja vrijednost je 
takoĎer bila kod čaja od brusnice i iznosila je 0,10 µmol TE/100 mL (0,0010 µmol/mL). 
Najveća vrijednost zabiljeţena je za čaja od šumskog voća, te je iznosila 0,84 µmol TE/100 
mL (0,0084 µmol/mL). Kod ponovljene maceracije, najveća vrijednost bila je za čaj od 
borovnice, te je iznosila, 0,29 µmol TE/100 mL (0,029 µmol/mL).  
Najmanja vrijednost, odreĎena DPPH metodom, bila je za čaj od brusnice i iznosila je 0,26 
µmol TE/100 mL. Za isti čaj zabiljeţena je najmanja vrijednost kod ponovljene maceracije, te 
je iznosila 0,05 µmol TE/100 mL . Najveća vrijednost zabiljeţena je za čaj od šumskog voća, 
te je iznosila 0,53 µmol TE/100 mL. Kod ponovljene maceracije, najveća vrijednost bila je za 
čaj od borovnice, te je iznosila 0,20 µmol TE/100 mL (Kopjar i sur., 2013.). 
Jiménez-Zamora  i sur. odreĎivali su antioksidacijski kapacitet DPPH metodom čaju od lista 
masline koji se skladištio 3 i 6 mjeseci, na 50 °C.  Koristili su 2 g lišća masline kojeg su prelili 
sa 150 mL kipuće vode i ostavili na sobnoj temperaturi 7 minuta. Antioksidacijski kapacitet, 
na dan pripreme čaja bio je 1,29 mmol TE/L, što je puno veća vrijednost od one odreĎene u 
ovom istraţivanju. Antioksidacijski kapacitet, izmjeren nakon 3 mjeseci skladištenja na 50 °C, 
bio je 0,48 mmol TE/L, dok je nakon 6 mjeseci vrijednost porasla na 0,63 mmol TE/ L 









Vrijednosti L*,a* i b*, odreĎeni su se kolorimetrijski, a vrijednosti C,H° i ∆E su izračunate 
prema prethodno navedenim formulama [3,4, 5]. U tablici su prikazane srednje vrijednosti tri 
mjerenja i standardna devijacija. 




L* a* b* C H° ∆E 
0. dan 91,14±0,49 -1,98±0,12 19,18±0,14 19,29±0,15 95,89±0,30 - 





21. dan 90,58± 0,02 0,56± 0,01 27,16±0,07 27,16±0,06 88,81±0,03 8,39 
42. dan 88,79± 0,21 1,01± 0,09 29,47±0,54 29,49±0,55 88,05±0,13 10,97 
63. dan 87,49± 0,08 1,41± 0,03 31,54±0,19 31,57±0,19 87,43±0,04 13,33 
84. dan 87,11± 0,27 1,32± 0,08 30,60±0,40 30,62±0,41 87,52±0,12 12,55 
 
Vrijednosti za L* kretale su se u rasponu od 87,11 do 92,71. Najveća vrijednost zabiljeţena 
je kod 1. dana skladištenja, a kod svakog sljedećeg mjerenja došlo je do pada vrijednosti 
(Tablica 2.). Pri 63. i 84. danu skladištenja taj pad je bio manje izraţen. Smanjenje L* 
vrijednosti ukazuje na tamnjenje napitka tijekom skladištenja. 
Vrijednosti za a* kretale su se u rasponu od -1,98 do 1,41. Sa svakim mjerenjem došlo je do 
porasta vrijednosti. Najveća vrijednost zabiljeţena je kod 63. dana skladištenja dok je kod 
84. dana došlo do blagog pada (Tablica 2.). Promjene a* vrijednosti u skladu su s 
promjenom svjetline jer iz blago zelenih nijansi (- a* predstavlja udio zelene boje) prelazi u 
crvenkaste (+ a* predstavlja udio crvene boje) što, takoĎer, ukazuje na potamnjivanje. 
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Vrijednosti za b* (udio ţute boje) kretale su se u rasponu od 19,18 do 31,54. Sa svakim 
mjerenjem, vrijednosti su se povećavale što znači da se povećavao udio ţute boje, što isto u 
odreĎenom smislu moţe ukazivati na tamnjanje napitka. Moţe se uočiti nagli porast 
vrijednosti izmeĎu 1. i 21. dana skladištenja, dok je kod 84. dana došlo do blagog pada 
(Tablica 2.). 
Kozak i sur. odreĎivali su parametre boje L, a i b prema CIE Lab ljestvici za biljne čajeve 
matičnjaka, kamilice i kadulje u obliku granuliranog praha, te su ih usporeĎivali sa instant 
čajevima. L vrijednosti bile su najveće kod čajeva kuhanih 3 minute (47,76 za matičnjak, 
56,10 za kamilicu i 51,28 za kadulju) što znači da su oni bili najsvjetliji, dok su čajevi kuhani 
10 minuta bili tamniji (40,20 za matičnjak ,49,84 za kamilicu i 49,28 za kadulju). Sve 
vrijednosti parametra a bile su negativne (zelena boja), a parametra b pozitivne (ţuta boja) 
(Kozak i sur., 2017.). 
Jiménez-Zamora  i sur. odreĎivali su parametre boje (L, a i b) različitim biljnim čajevima koji 
su se skladištili na 50 °C 3 i 6 mjeseci. Došlo je do smanjenja L vrijednosti kod 47% uzoraka, 
vjerojatno zbog visoke temperature skladištenja. Kod 80% uzoraka, došlo je do povećanja 
vrijednosti parametra a, vjerojatno zbog Maillardove reakcije. Vrijednost parametra b 
smanjio se skladištenjem, te je došlo do povećanja parametra E (Jiménez-Zamora i sur., 
2016.). 
 
Vrijednosti za C (zasićenost boje) kretale su se u rasponu od 19,29 do 31,57. Sa svakim 
mjerenjem došlo je do povećanja vrijednosti, gdje je najveća vrijednost postignuta kod 63. 
dana skladištenja, a kod 84. dana došlo je do blagog pada (Tablica 2.). 
Vrijednosti za H (vizualni doţivljaj boje) kretale su se u rasponu od 87,43 do 95,89. Sa 
svakim mjerenja došlo je do pada vrijednosti gdje je za 63. dan zabiljeţena najmanja 
vrijednost. Kod mjerenja za 84. dana skladištenja došlo je do blagog porast (Tablica 2.). 
Ukupna razlika obojenosti ili ∆E kretala se u rasponu od 2,23 do 13,33. Vrijednosti za ∆E 
rasle su do 63. dana skladištenja gdje je zabiljeţena najveća vrijednost. Kod 84. dana 
skladištenja izračunata je vrijednot 12,55 (Tablica 2.). 
Svi ti podaci ukazuju na odreĎenu promjenu boje napitka tijekom skladištenja, meĎutim te 






Rezultati senzorskih svojstva prikazani su grafički pomoću tkz. paukove mreţe na slici 9.  
 
Slika 9. Rezultati senzorskog ocjenjivanja napitka od lista masline skladištenog na 30°C 
 
Ţuta boja napitka od lista masline najizraţenija je kod 0. dana skladištenja. Kako su se 
povećavali dani skladištenja došlo je do pada vrijednosti, te do ponovnog rasta za 63. i 84. 
dan skladištenja. 
Za razliku od ţute, smeĎa boja je bila najmanje izraţena kod 0. dana skladištenja. S 
povećanjem dana skladištenja došlo je do porasta smeĎe boje, te su najveće vrijednosti bile 
zabiljeţene kod 21., 42., 63. dana. Kod 84. dana skladištenja došlo je do blagog pada smeĎe 
boje. Senzorski zamijećene promjene boje u skladu su s izmjerenim vrijednostima za boju. 
Porast smeĎe boje uočen senzorski tj. posmeĎivanje/potamnjivanje napitka u skladu je s 









































Miris na list masline najizraţeniji je u napitku 0. i 1. dana skladištenja, dok se najmanje 
osjetio  63. dana skladištenja. Vrijednosti za 21., 42. i 84. dan rastu prema navedenom 
slijedu. 
Strani miris najmanje se osjetio u napitku 0. i 1. dana skladištenja. Vrijednosti za 21., 42. i 
84. dan pribliţno su jednake i nešto su veće od onih za 0. i 1. dan. Najveće odstupanje 
pokazalo se za 63. dana skladištenja kada je vrijednost bila najveća, tj. najviše se osjetio 
strani miris. 
Trpki okus najizraţeniji je u napitku 0. dana skladištenja, te se postepeno smanjuje kako se 
povećava vrijeme skladištenja. Najmanje je izraţen  84. dana skladištenja. Iznimka je 63. 
dan skladištenja koji odskače od slijeda postepenog pada vrijednosti. 
Gorki okus najizraţeniji je 0. dan skladištenja, nešto je manji za 1. dan, dok je gorki okus za  
21., 42., 63. i 84. najmanje izraţen i pribliţno jednak. 
Okus na list masline najviše se osjeti u napitku 0. dana senzorskog ispitivanja, za 1. dan 
skladištenja je nešto manji, dok su vrijednosti za 21., 42., 63. i 84. dan skladištenja najmanje 
(najmanje izraţen okus na list masline). 
Strani okus je relativno nisko ocijenjen. Najmanje vrijednosti su zabiljeţene za 0. i 1. dan 
skladištenja, dok su vrijednosti za ostale dane skladištenja minimalno porasle.  
Harmonični okus bio je najmanje izraţen kod 0. i 1. dana skladištenja, te je bio u porastu 
prema sljedećem redoslijedu : 84. < 21. < 63. < 42. dan skladištenja. 
Aroma svojstvena za list masline najmanje se osjetila 63. dan skladištenja, dok su vrijednosti 
za ostale dane rasle sljedećim redoslijedom 21. < 84. < 1. < 42. < 0. dan skladištenja. 
Aroma na zeleno najmanje se osjetila 21. dan skladištenja, te je postepeno rasla prema 
sljedećem redoslijedu: 63. < 84. < 42. < 0. < 1. dan skladištenja. 









Tablica 3. Rezultati mikrobiološke analize napitka od lista masline skladištenog na 30 °C 
Mikrobiološka 
ispitivanja 
0. dan 1. dan 21. dan 42. dan 63. dan 84. dan 









Enterobacteriaceae - - <1 <1 <1 <1 
Aerobne mezofilne 
bakterije 
30 10 10² 50 7 
  
7 
Kvasci <10 <10 <1 <1 <1 <1 
Plijesni <10 <10 <1 <1 <1 <1 
 
Većina rezultata mikrobioloških ispitivanja ispunjava navedene kriterije (Tablica 1.) o 
prisutnosti odreĎenih mikroorganizama. Kriterij za aerobne mezofilne bakterije je <10, 
meĎutim u svim uzorcima je odreĎena nešto veća vrijednost koja tijekom skladištenja varira 
bez jasne pravilnosti što upućuje na odreĎenu neispravnost prilkom punjenja i zatvaranja 
napitka u staklenke, a ne na negativan utjecaj skladištenja. Slično se moţe zaključiti i za 















Prilikom skladištenja napitka od lista masline odreĎeni su ukupni fenoli od 0,276 mg/mL na 
početku skladištenja do 0,213 mg/mL 63. dana te 0,272 mg/mL 84. dana skladištenja što 
upućuje da skladištenje na +30 oC nema posebno negativan utjecaj na koncentraciju 
ukupnih fenola.  
Antioksidacijski kapacitet 
Antioksidacijski kapacitet bio je pribliţno jednak kod svakog odreĎivanja i kretao se od 0,146 
do 0,149 µmol/mL, što upućuje da skladištenje pri +30 oC ne utječe na promjenu 
antioksidacijskog kapaciteta. 
Boja 
Skladištenjem napitka dolazi do tamnjenja boje, na što upućuju promjene svih parametara 
boje i to porast L* i b* vrijednosti te prelazak a* iz negativne u pozitivne vrijednosti, 
povećanje ukupne razlike obojenosti, pad vrijednosti za ton boje (H°)  (što ukazuje na veći 
udo crvenih nijansi) te porast zasićenosti boje (C).  
Senzorska svojstva 
Skladištenje čaja smeĎa boja dolazi više do izraţaja. Prisutan je miris na list masline koji se 
smanjuje skladištenjem. Okus na list masline, trpki i gorki okus najizraţeniji su na početku, 
dok se skladištenjem smanjuju. Harmonični okus najmanje je izraţen na početku, a najviše 
na kraju skladištenja. Aroma svojstvena na list masline i na zeleno najviše su prisutne na 
početku skladištenja. Strani miris, okus i aroma su manje zastupljeni ili ih uopće nema.  
Mikrobiološka ispitivanja 
Skladištenje nije negativno utjecalo na mikrobiološku sliku napitka.  
 
Svi rezultati analiza provedenih tijekom 84 dana skladištenja i to koncentracije fenolnih 
spojeva, antioksidacijski kapacitet, boja, senzorska svojstva i mikrobiološka slika upućuju na 
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Izjavljujem da je ovaj završni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam 
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